










Osteopontin attenuates acute gastrointestinal 
graft-versus-host disease by preventing apoptosis of 
intestinal epithelial cells. 
(オステオポンチンは腸管上皮細胞のアポトーシスを防ぐこ
とで急性消化管 GVHD を軽症化させる） 
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御的に働くことを報告してきた．GVHD マウスモデルはヒト GVHD と類似点が多く，こ
れまでに多くの研究がなされているが，本モデルを用いて急性消化管 GVHD における
OPN の役割を検討した報告はほとんどない．今回，われわれは，HLA 半不一致 GVHD






（1）急性消化管 GVHD マウスモデルの作製 
C57BL/6をバックグラウンドとしたOPN-knockout mouseは北海道大学 遺伝子病制御
研究所分子免疫分野の上出利光教授より提供された．C57BL/6 mouse（B6, H-2b），（B6 ×
DBA/2）F1 mouse（BDF1, H-2b/d），OPN-knockout mouse（OPN-KO）をドナーおよび
レシピエントとして，BDF1→BDF1 の移植を control 群，B6→BDF1 の移植を B6 群，
OPN-KO→BDF1 の移植を OPN-KO 群と設定し，後述の検討項目を 3 群間で比較した．
9-10 週齢のレシピエントに 13Gy を 2 分割で全身放射線照射を行い，ドナーから骨髄細
胞 (5×106個) および脾細胞 (1×107個) を移植することで GVHD を惹起した． 
（2）急性消化管 GVHD マウスモデルに対する検討項目 
① 臨床的重症度 
body weight，posture，activity，fur texture，skin integrity の 5 項目を移植当日から
移植後 7 日目まで既報に従い連日評価した．臨床的 GVHD score を算出し比較した． 
② 組織学的重症度 
移植後 7 日目にレシピエントを屠殺し大腸と小腸，脾臓を摘出した．腸管内容物を洗浄
し組織の一部を 10%ホルムアルデヒドで固定，一部を凍結保存した．固定後に HE 染色標
本を作製し，各切片で既報に従い組織学的 GVHD score を算出し比較した． 
③ 炎症性サイトカインの発現 
凍結した大腸および小腸を用いて Interferon-γ（IFN-γ），Tumor necrosis factor-α
（TNF-α），Interleukin（IL）-6，IL-17A，IL-10，IIL-18，IL-1βの遺伝子発現を
semi-quantitative real time-PCR 法で検討した．内部標準化遺伝子に GAPDH を用いた．
④ 免疫蛍光染色 
凍結した大腸および小腸から切片を作製し免疫蛍光染色を行った．染色は抗 CD4 抗体
および抗 CD8 抗体をそれぞれ一次抗体として 4℃で一昼夜反応させ，遮光下で二次抗体に
反応させ，DAPI にて核染色した．各切片で無作為に選んだ 5 視野を 200 倍の倍率で蛍光
顕微鏡下に観察し，1 視野中の陽性細胞数を算出し比較した． 
⑤ Apoptosis index 
Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling (TUNEL) 
染色を行い，各切片で無作為に選んだ 5 視野を 200 倍の倍率で観察した．1 視野中の
TUNEL 標識細胞数を算出することで Apoptosis index を比較した． 
⑥ CD4 陽性 T 細胞，CD8 陽性 T 細胞における Fas Ligand の検討 
摘出した大腸と脾臓から粘膜固有リンパ球（lamina propria lymphocytes：以下 LPLs）
と脾細胞を回収し，1×106個になるよう懸濁した．PerCP anti-CD4 抗体，APC anti-CD8
抗体，PE anti-CD95 抗体とそれぞれ反応させ，CD4 陽性 T 細胞および CD8 陽性 T 細胞
における Fas Ligand の発現を FACS で解析した． 
 
 【研究成績】 
（1）各モデル群における消化管 GVHD の臨床経過． 
移植後 7 日目の臨床的 GVHD score は OPN-KO 群で最も重症であり，control 群および
B6 群に比し有意差を認めた． 
 
（2）各モデル群における消化管 GVHD の組織学的評価． 
大腸の組織学的 GVHD score は OPN-KO 群で最も重症であり，control 群および B6 群
に比し有意差を認めた．一方，小腸の組織学的 GVHD score は control 群に比し OPN-KO
群で有意に重症だったが，B6 群と OPN-KO 群間に有意差を認めなかった． 
 
（3）消化管 GVHD の腸管組織における炎症性サイトカイン発現． 
大腸では，OPN-KO 群および B6 群における IFN-γ，TNF-αの発現が control 群よりも
有意に増加し，OPN-KO 群の IFN-γ は B6 群より有意に増加した．IL-17A の発現は
OPN-KO 群で増加傾向を示したが 3 群間に有意差を認めなかった．IL-18 の発現は
OPN-KO 群で最も減少し，control 群，B6 群それぞれに有意差を認めた． 
小腸では，OPN-KO 群および B6 群における IFN-γの発現が control 群よりも有意に増
加したが，OPN-KO 群と B6 群間に有意差を認めなかった．TNF-α の発現は 3 群間に有
意差を認めなかった．IL-17A および IL-18 の発現はいずれも control 群と比較し OPN-KO
群および B6 群で有意に減少したが，B6 群と OPN-KO 群間に有意差を認めなかった． 
 
（4）腸管組織中の CD4 陽性細胞数と CD8 陽性細胞数の検討． 
大腸，小腸いずれにおいても，CD4 陽性細胞と CD8 陽性細胞は control 群と比較し
OPN-KO 群および B6 群で有意に増加した．大腸の CD8 陽性細胞は OPN-KO 群で B6 群
より有意に増加したが，小腸では OPN-KO 群と B6 群間に有意差を認めなかった． 
 
（5）腸管組織中の上皮アポトーシス細胞数の検討． 
大腸における Apoptosis index は control 群と比し B6 群および OPN-KO 群で有意に増
加した．OPN-KO 群の Apoptosis index は最も高い傾向を示したが B6 群間と有意差を認
めなかった．小腸における Apoptosis index は control 群と比し B6 群および OPN-KO 群
で有意に増加した．OPN-KO 群と B6 群に有意差を認めずその差は大腸より小さかった．
 
（6）組織中の CD4 陽性 T 細胞と CD8 陽性 T 細胞における Fas Ligand 発現の検討． 
脾臓およびLPLにおける CD4陽性T 細胞の Fas Ligand発現は有意差を認めなかった．




本研究は，ドナーT 細胞の OPN が欠失することにより，レシピエントの腸管組織にお
いて Fas-Fas Ligand 経路を介したアポトーシスが誘導され，急性消化管 GVHD の重症度
が悪化することを示した初めての報告である． 
GVHD 発症はドナーT 細胞の存在が重要であることがマウスモデルおよびヒト GVHD
から明らかになっている．OPN の役割は疾患モデルや病勢によって異なるが，腸炎モデ
ルにおいては急性期の炎症に対し防御的に働き，慢性期の炎症に対し促進的に働くこと明
らかになっている．消化管 GVHD の急性期における OPN の役割に関する報告はこれまで
なかったが，本研究は GVHD 発症に重要なドナーT 細胞の OPN が欠失することで，急性
消化管 GVHD を臨床的および組織学的に重症化させることを示した． 
大腸と小腸の組織学的重症度の違いを明らかにするため炎症性サイトカインの遺伝子
発現を検討した．OPN-KO 群の大腸組織では IFN-γ，TNF-α の発現が増加していたのに
対し，小腸では IFN-γ のみ増加した．本研究における GVHD モデルは主に CD8 
dependent であること，急性 GVHD の重症化と Th1 型サイトカインは相関することから，
この結果を支持するものと考えられた．IL-17A の発現は，大腸では OPN-KO 群で高い傾
向だが 3 群間に有意差を認めず，小腸では OPN-KO 群で他の 2 群に比し著明な減少を認
めた．この IL-17A 発現の対極的な発現結果は，大腸と小腸で IL-17A 発現が関与する急
性消化管 GVHD の進展機序が異なる可能性が示唆された． 
IL-18 は腸管上皮の統合性に寄与し腸管炎症に対して防御的に作用すること，慢性
GVHD モデルでは IL-18 の投与が GVHD に防御的に働くことが報告されている．大腸お
よび小腸いずれにおいても OPN-KO 群で IL-18 の発現の低下を認め，特に大腸では顕著
であった．これらの結果から，ドナーT 細胞の OPN 欠失は IL-18 の産生を減少させるこ
とで急性消化管 GVHD の重症化に寄与する可能性が考えられた． 
消化管 GVHD では上皮細胞のアポトーシスが特徴である．TUNEL 染色を用いた
Apoptosis index は，特に OPN-KO 群の大腸で TUNEL 標識細胞を認めた．FACS による
解析では，脾臓および LPL における CD8 陽性細胞の Fas Ligand 発現は OPN-KO 群で顕
著に増加していた．invariant-Natural Killer T 細胞では OPN が Fas-Fas Ligand 結合を
阻害することでアポトーシスを回避することが報告されている．以上から，急性消化管




OPN は腸管上皮細胞のアポトーシスを抑制することで急性消化管 GVHD を軽症化させ
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本研究では急性消化管 GVHD マウスモデルにおいて，ドナー細胞の OPN が欠失すること
で臨床的および組織学的に GVHD が悪化することが明らかとなった．また，OPN は腸管
上皮細胞のアポトーシスを防ぐことで急性消化管 GVHD を軽症化させることが示唆され
た．本研究は急性消化管 GVHD において OPN が防御的に働くことを初めて明らかにした
うえで新たな治療ターゲットに寄与する重要な情報を提供するものであり，博士論文に値
するものと審査員全員に認められた． 
 
